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Somenvotting
Capi I fo ire elecl rof or ese
voor systemotische
toxico logísche onolyse
Jaarlijks worden wereldwijd miljoenen mensen het slachtoffer van een vergiftiging.
In de meeste geval len is er sprake van een overdosis drugs of medici jnen, maar
er zi jn nog vele ander schadel i jke stoffen die hiervan de oorzaak kunnen zi jn.  Het
is van groot belang dat snel wordt vastgesteld welke toxische (giftige) stof(fen) de
vergiftiging veroorzaakt heefUhebben. Hiertoe wordt meestal bloed en/of urine
afgenomen en in het laborator ium geanalyseerd.
Het opsporen en identificeren van onbekende giftige stoffen is gedefinieerd als
systematische toxicologische analyse (STA). In Hoofdstuk 1 van dit proefschrift is
een algemene inleiding gegeven over STA, waarin wordt ingegaan op de
mogel i jke oorzaken van een vergi f t ig ing en de achtergrond van gangbare
analyt ische technieken die voor STA gebruikt  worden. Verder wordt hier een
overzicht gegeven van het proefschrift.
Het opsporen van een onbekende verbinding ebeurt  doorgaans in 3 stappen. De
verbinding bevindt z ich meestal  in een lage concentrat ie in een matr ix (zoals
bloed of urine) waarin vele andere stoffen van nature voorkomen. Tijdens de
eerste stap worden daarom deze stoffen zoveel mogelijk verwijderd, terwijl de
stoffen van interesse (de zogenaamde anal ieten) behouden bl i jven en indien
mogelijk geconcentreerd. Traditioneel wordt vloeistof-vloeistof extractie (LLE) veel
gebruikt  voor STA doeleinden, maar vaste-fase xtract ie (SPE) wint tegenwoordig
aan populariteit vanwege de schone extracten, snelheíd, reproduceerbaarheid en
mogel i jkheid tot  automatiser ing.
De tweede stap is de eigenl i jke analyse, waaryoor verschi l lende technieken
kunnen worden gebruikt .  Screening vindt vaak plaats met immuno- of
receptorassays, terwijl meer selectieve scheidingstechnieken worden gebruikt
voor de ident i f icat ie.  The simpelste chromatograf ische techniek die rout inematig
gebruikt wordt voor STA is dunne-laag chromatografie gecombineerd met kleur
reacties. Andere vaak toegepaste technieken zijn gaschromatografie (GC)
gecombineerd met element-specifieke detectie of massaspectrometrie, n hoge-




De derde en laatste stap is de identificatie van de onbekende verbinding. Hiertoe
wordt de gemeten waarde (bv de retentietijd of effectieve mobiliteit) via een
computer vergeleken met referentiewaarden i een databank. Het vermogen van
een methode om stoffen te ident i f iceren, het zogenaamde ident i f icerend
vermogen ( lP),  kan in een getal  ui tgedrukt worden met behulp van verschi l lende
stat ist ische procedures. De lP is hoog wanneer de methode op een
reproduceerbare wi jze onderscheid kan maken tussen een groot aantal  stoffen.
Vanwege het grote aantal  mogel i jke gi f t ige verbindingen is voor def ini t ieve
ident i f icat ie al t i jd een combinat ie van twee of meer analysemethoden nodig met
verschi l lende analyt ische mechanismen.
ln dit proefschrift zrjn de mogelijkheden onderzocht van de moderne
scheidingstechniek capi l la ire lectroforese (CE) voor toepassing binnen STA. ln
Hoofdstuk 2 wordt een ovezicht gegeven van de pr incipes van CE en van de
toepassingen voor de analyse van biologische monsters zoals die in de l i teratuur
beschreven zijn.
In CE worden stoffen gescheiden in een capi l la ir  onder invloed van een elektr isch
veld. Nadat het capi l la ir  is gevuld met een buffer wordt het monster geïnjecteerd,
waarna een hoge spanning wordt aangelegd (tot 30 kV). Geladen stoffen migreren
vervolgens naar de detector waarbi j  de snelheid afhankel i jk is van hun
lading/grootte verhouding. Daarnaast ontstaat er een vloeistofstroom in het
capi l la ir ,  de zogenaamde lectroosmotische f low (EOF), waardoor zowel posi t ief
als negat ief  geladen verbindingen de detector bereiken.
CE kan ui tgevoerd worden in een aantal  vormen met een verschi l lend
scheidingsmechanisme, waardoor het een f lexibele techniek is.  De scheiding is
eenvoudig te beïnvloeden door de buffersamenstel l ing te veranderen. De
basisvorm van CE die hierboven beschreven is,  wordt capi l la ire zone
electroforese (CZE) genoemd. Wanneer oppervlakte-actieve stoffen aan de buffer
worden toegevoegd, ontstaan micel len die interact ies aangaan met de anal ieten
waardoor het scheidingsmechanisme v randert .  Deze vorm van CE wordt
micel laire lektrokinet ische chromatograf ie (MEKC) genoemd, en hiermee kunnen
eveneens neutrale verbindingen gescheiden worden.
Enkele voordelen van CE zi jn de hoge scheidingseff ic iënt ie en korte analyset i jd.
Verder is het scheidingsmechanisme anders dan bi j  chromatograf ische
technieken, zodat de methode aanvul lende informatie kan leveren. Helaas heeft
CE ook nadelen, waardoor het nog nauwelijks wordt toegepast voor
routineanalyses binnen STA. De zwakke punten van CE zijn de
reproduceerbaarheid en de gevoel igheid, wat met name belangri jke
eigenschappen zi jn bi j  de analyse van geneesmiddelen e.d. in biologische
monsters. In di t  proefschri f t  l igt  daarom de nadruk op het evalueren en verbeteren
van de reoroduceerbaarheid n de qevoel ioheid.
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Samenvatting
Hoofdstuk 3 beschrijft wee strategieên om een reproduceerbare parameter te
verkrijgen voor zowel CZE als MEKC. Vanwege de variabele EOF is de
migratietijd geen reproduceerbare parameter. De effectieve mobiliteit is meer
reproduceerbaar en kan daarom beter gebruikt worden voor
identificatiedoeleinden. l  dit hoofdstuk wordt onderzocht hoe de
reproduceerbaarheid van de effectieve mobiliteit nog verder verbeterd kan
worden. Hierbij worden de mogelijkheden onderzocht met behulp van groepen
geneesmiddelen in waterige oplossing als testverbindingen.
Een methode die bij chromatografische t chnieken tot een verbeterde
reproduceerbaarheid heeft geleid, is correctie met standaarden. Hierbij wordt
naast de monsters een mengsel van standaarden gemeten waarvan
referentiewaarden bekend zijn. ln Hoofdstuk 3.'1 tot en met 3.3 wordt deze
correctiemethode g test voor CZE en MEKC. De reproduceerbaarheid van de
effectieve mobiliteit en de gecorrigeerde waarde wordt achtereenvolgens bepaald
op eén instrument, tussen 4 instrumenten en tussen 3 laboratoria. Hieruit kwam
naar voren dat de correctiemethode alleen zinvol is wanneer er sprake is van een
hoge variatie, bijvoorbeeld in een interlaboratorium situatie waarbij gebruik wordt
gemaakt van verschil lende typen instrumenten.
Daarnaast is in Hoofdstuk 3.1 de lP berekend voor CZE en MEKC en voor
combinaties met HPLC en GC. Er is aangetoond dat de reproduceerbaarheid een
grote rol speelt bij de lP van een methode, en dat de combinatie van CE
methoden met chromatografische m thoden de lP aanzienlijk verhoogt.
In Hoofdstuk 3.4 is het gebruik van dynamisch gecoate capillairen beschreven,
waardoor de EOF gestabiliseerd en bij lage pH versneld wordt. Voor de analyse
van basische verbindingen blijkt de analysetijd met de helft af te nemen, terwijl de
reproduceerbaarheid twee maal zo hoog wordt en ook de lP toeneemt.
De conclusie is dat het gebruik van dynamisch gecoate capillairen de beste
strategie lijkt voor het verhogen van de reproduceerbaarheid. De correctie
methode met standaarden kan waardevol zijn wanneer grote verschillen in de
experimentele condities venruacht kunnen worden, zoals in een interlaboratorium
situatie.
ln Hoofdstuk 4 staat de analyse van mogelijk toxische verbindingen i serum en
urine centraal. In Hoofdstuk 4.1 wordt de geschiktheid van vijf CE methoden
bestudeerd voor de analyse van een groep basische n zure testverbindingen. De
CE methoden zi jn gebaseerd op CZE, MEKC en niet-waterige CE (NACE). Drie
methoden bleken geschikt voor de analyse van basen, en drie voor de analyse
van zuren. Voor de extractie van de testverbindingen uit serum- en urinemonsters
worden LLE (met dichloormethaan) en SPE (met styreendivinylbenzeen-
kolommen) vergeleken. De SPE methode blijkt de meeste voordelen te hebben,
aangezien de recovery hoger is, een kleiner volume schadelijk oplosmiddel
gebruikt wordt en de basen en zuren in 1 fractie geëlueerd worden. Bij de
bepaling van zure verbindingen i urine komen nog te veel matrixcomponenten




Hoofdstuk 4.2 beschri j f t  het gebruik van CZE met dynamisch gecoate capi l la iren(zie Hoofdstuk 3.4) voor de analyse van basische componenten rn serum en ur ine.
Er wordt aangetoond dat de hoge reproduceerbaarheid en snel le analyset i jden
gehandhaafd bl i jven bi j  de analyse van biologische monsters. De anal ieten
worden geëxtraheerd met SPE en vervolgens geïnjecteerd onder zogenaamde
stacking condities om het monstervolume te vergroten. Hoewel de
stackingsefficiëntie hoger was bij standaarden dan bij serumextracten, konden
met deze procedure toxische en therapeutische concentraties (lage ng/mL) van de
meeste teststoffen in serum bepaald worden.
In Hoofdstuk 4.3 wordt een toepassing beschreven ui t  de arbeidstoxicologie.
Waneer werknemers langdurig blootstaan aan organische oplosmiddelen, tan Oit
schadelijke gevolgen hebben voor het centrale zenuwstelsel. Het is daarom van
belang om deze blootstel l ing te controleren en te beperken. De toepassing die
hier beschreven wordt is de bepal ing van metabol ieten van tolueen (hippuuriuur)
en styreen (amandelzuur en fenylglyoxylzuur) in ur ine met behulp van MEKC.
Gezien de hoge concentrat ies waarin de zuren voorkomen in ur ine, is een
verdunningsstap voldoende monstervoorbewerking. Verder was MEKC geschikt
voor het bepalen van creat inine, een stof die gewoonl i jk gebruikt  wordt voor het
corr igeren van de mate van verdunning van de ur ine. De MEKC methode was
snel ler dan bestaande HPLc methoden, waarbi j  een ui tgebreide
monstervoorbewerking nodig is en de zuren ieder met een aparte methode
bepaald moeten worden.
In Hoofdstuk 5 worden algemene conclusies getrokken ten aanzien van de
toepassing van CE binnen STA.
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